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論文内容要旨
目的
 ラットサイアザイド感受性Na-C1共輸送体(rTSC)は遠位尿細管曲部に存在し,尿細管にお
 けるNaClの再吸収の約5から7%を担っている。ヒトにおいてはGitelman症候群の責任遺伝
 子であり遺伝子座は16q13にあることが明らかにされている。rTSCはカチオン・Cl共輸送体スー
 パーファミリーに属し,12回膜貫通型でN一末端,C一末端は細胞質内に存在し7-8膜貫通部位の
 間に大きな細胞外ループが存在すると推測されている。ラット腎皮質では,155kDa,140kDa,
 135kDa(アミノ酸配列から予想される分子量はUOk)の膜蛋白質であることが,ウエスタンプ
 ロッティングで確認されている。一般にN型糖鎖はAsn(アスパラギン;N)一Xaa(プロリン
 を除く任意のアミノ酸)/(セリンあるいはスレオニン)一Yaa(プロリンを除く任意のアミノ酸)
 というアミノ酸配列に付着するといわれている。7-8膜貫通部位の大きな細胞外ループには2ケ
 所(従来は1ケ所といわれていた),N404とN424の丼型糖鎖付着部位が存在する。これらの
 糖鎖がrTSCの機能にどのような影響を及ぼすかをAsnをGln(グルタミン;Q)に変える変異
 体の作成(N404Q,N424Q,N404,424Q)により検討した。
結果
 1)rTSCが糖蛋白であることの確認
 ラットの腎皮質部からの膜分画蛋白を坪グリコシダーゼで処理し,ウェスタンプロッティン
 グで解析したところ分子量が155kDa-135kDaから110kDaに減少した。またEndoHで処理した
 場合は分子量に変化は見られなかった。このことより生体内ではrTSCは高マンノース型ではな
 いN型糖蛋白であることが明らかになった。
 2)rTSCの塩基配列の訂正
 これまでrTSCのN型糖鎖付着部位は1ヶ所とされていたが,7-8膜貫通部位間の大きな細胞
 外ループに塩基配列の間違いを見つけ,新たなN型糖鎖付着部位(N424)が存在することを確
 認した。
 3)アフリカッメガエル卵母細胞での野生型,変異型rTSCの機能解析
 野生型,変異型rTSCのcRNAを卵母細胞に注入し,22Na+の取り込みを測定した。野生型に
 比し,N404QとN424Qは約60%低下し,N404,424Qは90%以上の低下が見られ,いずれもサ
 イアザイドにより抑制された。
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 4)HEK293細胞での発現糖蛋白の解析
 野生型,変異型rTSCのcDNAをHEK293細胞にトランスフェクションし,過剰発現させた
 蛋白を回収してウェスタンプロッティング解析を行った。野生型では132kDa,124kDa,
 110kDaでN404Qでは116kDa,110kDa,N424Qでは110kDa,N404,424Qでは110kDaであっ
 た。各々をTunicamycinで処理したところ野生型も変異型も110kDaであった。以上のことよ
 りN404,424Qは皿型糖鎖の欠損を確認した。
結語
 rTSCが生体内で糖蛋白であることを確認した。N型糖鎖付着部位を消失させた変異体(N40
 4,424Q)はN型糖鎖を持たないことを確認し,その機能が90%以上低下することを明らかに
 した。これらのことよりrTSCにおいて機能上,丼型糖鎖が重要な役割を持っていることが示唆
 された。
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 審査結果の要旨
 腎遠位尿細管曲部にはサイアザイド感受性Na-C1共輸送体(TSC)が存在し,Na-C1の再吸収
 に関与している。ラットTSC(rTSC)は12回膜貫通型でN一末端,C一末端は細胞質内に存在し
 7-8膜貫通部位の間に大きな細胞外ループが存在すると推測される分子量155k,140k,135k(ア
 ミノ酸配列から予想される分子量は110k)の膜蛋白質である。一般にN一型糖鎖はAns(アスパ
 ラギン;N)一Xaa(プロリンを除く任意のアミノ酸)一Ser/Thr(セリンあるいはスレオニン)一Yaa
 (プロリンを除く任意のアミノ酸)というアミノ酸配列に付着するといわれている。
 これまでrTSCのN一型糖鎖付着部位は(N404)の1か所とされていたが,7-8膜貫通部位間
 の大きな細胞外ループに既知とされていた塩基配列の誤りを見つけ,新たなN一型糖鎖付蒼部位
 (N424)が存在することを確認した。これらの付着部位のアミノ酸AsnをGln(グルタミン;Q)
 に変える変異体を作成(N404Q,N424Q,N404,424Q)し,この2つの付着部位がTSCの機能
 にどのような影響を及ぼすかを検討した。
 野性型,変異型rTSCのcRNAをアフリカツメガエルの卵母細胞に注入し,22Naの取り込み
 を測定した。野性型に比し,N404QとN424Qは約60%低下し,N404,424Qは90%以上の低下
 が見られ,いずれもサイアザイドにより抑制された。
 さらに,野生型,変異型rTSCのcDNAをHEK293細胞にトランスフェクションし,過剰発
 現させた蛋白を回収してウェスタンプロッティング解析を行った。野生型では132kDa,124kDa,
 llOkDaでN404Qでは116kDa,110kDa,N424Qでは110kDa,N404,424Qでは110kDaであっ
 た。各々をTunicamycinで処理したところ野生型も変異型もllOkDaであった。以上のことよ
 りN404,424QのN型糖鎖の欠損を確認した。
 これらのことよりrTSCにおいてその機能上,N型糖鎖が重要な役割を持っていることが示唆
 された。
 以上の研究はrTSCの糖鎖付着部位が2か所あり,N型糖鎖であることを初めて証明し,さら
 にこのN型糖鎖が機能上重要であることを示した点で重要な研究である。よって医学博士の学
 位に値する。
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